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RESUMEN

Se aislaron cepas de hongos con actividad celuldsica desde muestras de suelo agricola. Los hongos
aislados pertenecieron a los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium, presentando diferentes
rendimientos en la produccién de glucosa. Los hongos con mayor capacidad de digestién de ce-
lulosa pertenecieron al género Penicillium y Fusarium, permitiendo un mayor rendimiento en
cuanto a produccién de etanol a partir de la fermentacién del producto de digestién con levadura
de panaderia.
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ABSTRACT

Strains of fungi with celulase activity were isolated of agricultural soil samples. Isolated fungi be-
longed to the genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium, showing different yields of etanol pro-
duction. Fungi with the highest cellulase activity were mainly of the genus Penicillium and Fusar-
ium, allowing a higher yield in terms of etanol production from the fermentation of the digestion
product with baker’s yeast.
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INTRODUCCION

La lignocelulosa es una gran fuente natural de carbono que es aprovechada por diversos grupos de
organismos que han desarrollado diversos mecanismos de digestién, principalmente a través de enzi-
mas que actian de modo complementario y sinergistico. Dentro de este grupo de enzimas sobresalen
las glucésido-hidrolasas, las cuales cortan los enlaces glucosidicos de la celulosa y la hemicelulosa.
Estas actividades enzimdticas son acompanadas, por ejemplo, por las polisacdrido-esterasas que re-
mueven ésteres de metilo, acetilo y fenélicos, permitiendo asi que las hidrolasas actien bésicamente
solo sobre hemicelulosa. En el caso de los hongos filamentosos celuldsicos, las hidrolasas que actiian
son parte de la familia 7 de glucésido-hidrolasas, potentes celobiohidrolasas (Cragg et al., 2015).

Existen muchas especies de hongos filamentosos que poseen actividad lignoceluldsica, debido a
su naturaleza saprofitica, por lo que han sido utilizados de manera industrial para degradar agentes
contaminantes como el papel, o para el procesamiento de ciertos productos como el café (Sivarama-
nan, 2014), siendo muy sugestivo el aislamiento e identificacién de estos hongos a partir de diferen-
tes tipos de suelos asociados a la presencia de residuos lignoceluldsicos. Sari et al. (2017) aislaron y
analizaron la actividad celuldsica de hongos presentes en la hojarasca de la palmera Salacca zalacca,
identificando microorganismos pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus, Paecilomyces y
Thielaviopsis, que son considerados como candidatos para produccién industrial de celulasa. Sivara-
manan (2014) aislé 21 hongos a partir de aserrin y de tres tipos de suelo (de jardin, de playa y fan-
go) ademds de hojarascas. Identific varias cepas con alta capacidad celuldsica utilizando el método
de digestion de papel filtro y cuantificacién de glucosa por el método DNS. El autor identificé a
Helminthosporium sp. como la cepa con mayor actividad celuldsica, con una sacarificacién del 3.8
%. La segunda cepa, con mayor actividad celuldsica, fue identificada como perteneciente al género
Cladosporium. Doolotkeldieva y Bobuseva (2011) aislaron cultivos silvestres de hongos provenientes
de diversas regiones de Kyrgysztan (Turquia) y analizaron su actividad celuldsica a partir de salvado
de trigo, cdscara de remolacha y residuos de semilla de algodén, identificando una cepa de Penici-
llium y otra de Trichoderma lignorum con alta capacidad productora de glucosa reducida. Los autores
recomendaron utilizar ambas cepas para produccién de biomasa util para fermentacién a partir de
desechos agricolas. Guzmdn et al. (2014) aislaron, seleccionaron y caracterizaron hongos celuldsi-
cos a partir de muestras de cinco tipos de suelo en Manabi-Ecuador. Estos autores identificaron 48
hongos, utilizando a Pleurotus ostreatus como control debido a su comprobada actividad celulasa. La
mayoria de hongos celuldsicos fueron aislados a partir de suelos agricolas convencionales, pero el que
tuvo mayor actividad enzimdtica provino de un aislado a partir de materia orgdnica, creciendo en fase
logaritmica hasta las 96 horas, ademds de tener actividad amilolitica y pectinolitica.

En la actualidad, la humanidad se encuentra enfocada a la busqueda de fuentes energéticas alterna-
tivas a los combustibles fésiles, como los llamados biocombustibles, siendo el bioetanol el mds produ-
cido, principalmente por Estados Unidos y Brasil, utilizado como combustible puro o en combinacién
con gasolina (Branco et al., 2019). El bioetanol puede ser generado a partir de subproductos derivados
de la industria agricola, como por ejemplo, los residuos lignoceluldsicos (Sanchez et al., 2010). Mat-
sakas y Christakoupoulos (2015) obtuvieron etanol a partir de la fermentacién de material celuldsico
de residuos alimenticios digerido por accién del hongo termofilico Myceliphthora thermophila, con
un rendimiento de 0.92 g/L. h. Por otro lado, Sato et al. (2010) purificaron tres isoenzimas de tipo
xilanasa a partir de un cultivo en estado sdlido de Aspergillus oryzae por cromatografia y midieron la es-
tabilidad de su actividad enzimdtica en presencia de alcohol durante la produccién de sake, una bebida
alcohdlica tradicional japonesa. Los autores lograron identificar una de estas enzimas con actividad es-
table atn en presencia de etanol al 80 % por 30 minutos, mostrando que se puede conseguir digestién
fungica de celulosa, incluso cuando en el mismo medio se estd produciendo la fermentacién alcohdlica.

El presente trabajo muestra actividad celuldsica de hongos aislados de suelo agricola con el fin
de generar etanol a partir de la digestién de hojas secas.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las cepas de hongos lignocelulésicos: Se tomaron muestras de 200 g. de suelo de
los jardines de la Facultad de Ciencias Naturales y Matemdtica en el distrito de El Agustino, en Lima
(Pertt), suelo previamente de uso agricola y que atin presenta riqueza nutritiva para el desarrollo de
diversas especies de plantas. De cada una de estas muestras se tomaron 50 g que fueron diluidos en 100
ml de agua destilada. Las muestras fueron dejadas en reposo por 20 minutos y luego se tomé 1 ml del
sobrenadante de cada muestra para realizar un cultivo por dispersién en una placa Petri conteniendo
Agar Papa Dextrosa (APD) utilizando un asa de Drigalsky. Se incubaron las placas por 4 dias, eva-
luando la formacién de colonias de hongos, y luego se procedié a repicar cada colonia por separado en
placas con agar APD. Se realizé un microcultivo de cada colonia aislada segtin Procop et al. (2017) con
el fin de determinar el género al que pertenecen. El microcultivo se realizé cerca de un mechero Bun-
sen, dentro de una placa Petri, en la cual se colocaron 2 varillas esterilizadas sirviendo como soporte.
Se usé una ldmina portaobjeto desinfectada con alcohol que fue colocada encima de las varillas. Sobre
esta ldmina se coloc6 un trozo cuadrado de agar APD de 1cm en cada lado y encima de este cuadrado
de agar se colocé una limina cubreobjetos totalmente esterilizada. Con ayuda de un asa de siembra
en dngulo, se cogié un poco de micelio de cada hongo aislado y se hizo una siembra por puntura a la
mitad de cada lado del cuadrado de agar. Se tapé la placa Petri colocando dentro un pedazo de algodén
humedecido en agua. Este cultivo se dejé a temperatura ambiente por 1 semana aproximadamente.
Luego se retir6 el cuadrado de agar y a las liminas porta y cubreobjetos se le agregaron una gota de
Azul de Lactofenol para poder realizar la observacién al microscopio a 400 X.

Evaluacién de la capacidad de digestién de los residuos lignocelulésicos: Se prepararon
digestores a partir de botellas de pléstico (Figura 1), dentro de los cuales se colocaron 20 g de hojas
de drboles totalmente secas y pulverizadas ([Kurambhatti et al., 2018). Este polvo de hojas fue res-
uspendido con 240 ml de agua destilada y se inoculd con un raspado de hifas de 3 colonias aisladas
utilizando un asa de siembra.

La determinacién de la actividad digestiva de los residuos lignocelulésicos se realizé conside-
rando la medicién de glucosa liberada luego de un tiempo de incubacién. Para ello, se tomaron
muestras de 5 ml de cada digestor a las 3 semanas y se midié la concentracién de aziicares libres
de cada muestra con el reactivo DNS (Hussain et al., 2012), preparando una curva estdndar con
solucién de glucosa pura.

Figura 1
Esquema del frasco digestor utilizado en el experimento.
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Digestién de las hojas y produccién de etanol: Se colocaron en cada digestor 20 g de hoja en
polvo y 240 ml de agua y luego, en la capa superficial generada se colocé una porcién del micelio de
cada hongo identificado, dejando que se realice una digestién por 4 semanas. Luego de este tiempo,
el contenido de cada digestor fue filtrado segtin Drissen et al. (2009), y del filtrado se tomaron 5 ml
para medir la cantidad de azdcar liberada y al resto del volumen de digestién se le agregé 10 ml de una
suspension de levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae) en polvo al 30 % (p/p). Se colocé todo el
sistema en frascos de vidrio color caramelo, llenos por completo, y se incubé por 2 semanas a 30 °C.
Posteriormente, se midié el grado de alcohol producido durante la fermentacién con un alcoholimetro.

RESULTADOS

Las cepas aisladas del suelo fueron analizadas por observacién de sus caracteristicas morfolégicas tanto
en el macro como en el microcultivo. La identificacién taxondmica a nivel de género se realizé con
ayuda de las claves descriptivas morfoldgicas del Manual de procedimientos y técnicas de laboratorio
para la identificacién de los principales hongos oportunistas causantes de micosis humana (INS y
MINSA, 2007) y la Clave dicotdmica para la identificacién de hongos aislados de la Sociedad Espa-
fiola de Microbiologia (2014), sirviendo como claves descriptivas morfoldgicas de la colonia y de la
micromorfologfa de cada hongo filamentoso, ambas con sus respectivas imdgenes macro y microscd-
picas (Figura 2). Los hongos aislados pertenecieron a los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

Figura 2
Caracteristicas a nivel de macrocultivo y microcultivo de cepas aisladas de Aspergillus sp. (A) Fusarium

sp. (B) Aspergillus sp. (C) Aspergillus sp. (D) y Penicillium sp. (E).
A
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La figura 3 muestra los resultados de una primera digestién de residuos de hojas secas (hojaras-
ca) pulverizadas. La digestion se realizé por 3 semanas y se puede observar diferencias en cuanto a la
cantidad de azdcares reductores segun la especie de hongo, observindose una mayor liberacién de

glucosa por una de las cepas de Aspergillus spp.

Figura 3
Liberacion de aziicares reductores (glucosa) de 4 cepas aisladas y mostradas en la Figura 2, luego de una
digestion por 3 semanas de hojas pulverizadas y secas.
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La figura 4 muestra la cantidad de azicar liberada en cada botella en funcién del tiempo de
digestién (2 a 4 semanas). Se puede mostrar que hay un incremento marcado de produccién de
azucares reductores a la cuarta semana de digestién en las cepas Al (Aspergillus sp.), A2 (Fusarium
sp.) y A3 (Aspergillus sp.). Los mismos resultados se pueden ver en la Tabla 1, pero en términos de
rendimiento (mg de aztcar por litro de solucién y por gramo de hoja seca).

Figura 4
Liberacion de aziicares reductores (glucosa) de las cepas aisladas a diferentes tiempos de digestion. Al:
Aspergillus sp., A2: Fusarium sp., A3: Aspergillus sp., A4: Aspergillus sp., A5: Penicillium sp.
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Tabla 1

Rendimiento en mg de glucosa por litro de medio y por gramo de hoja seca de las cepas aisladas y a di-
ferentes tiempos de digestion. Al: Aspergillus sp., A2: Fusarium sp., A3: Aspergillus sp., A4: Aspergillus
sp., A5: Penicillium sp.

Muestra Semana 2 Semana 3 Semana 4
Al 740.94 9600.00 1948.99
A2 2351.68 8995.97 2955.70
A3 539.60 4969.13 6177.18
Ad 1949.00 5975.84 869.80
A5 338.26 2754.36 1143.62

El grado de alcohol se midi6 a la semana después del in6culo con la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Los fermentadores que produjeron mayor grado alcohdlico fue el que contenia las cepas
Al (Aspergillus sp.) con 1.5 grados, seguido del fermentador A3 (Aspergillus sp.) con 1 grado y final-
mente A4 (Aspergillus sp.) con 0.8 grados. Al multiplicar estos valores de alcohol con el volumen de
cada digerido, se obtuvo el rendimiento de alcohol por litro de digerido celuldsico (Tabla 2).

Tabla 2
Rendimiento de alcohol por litro de digerido celuldsico para 3 cepas de Aspergillus sp.

Cepa Grado alcohélico Rendimiento
Al 1.5 6.250

A3 1 4.167

A4 0.8 3.333
DISCUSION

En el presente trabajo se utilizaron hojas secas caidas naturalmente (hojarasca) de diferentes drboles
dentro del predio de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica. Los resultados muestran que
las hojas secas y pulverizadas fueron un buen sustrato para la digestién por parte de los hongos ce-
luldsicos. Oliveira et al. (2006) emplearon cascarilla de arroz como sustrato y Mamma et al. (2008)
emplearon distintos cultivos fingicos para la hidrélisis de cdscaras de naranjas secas a través de una
actividad multienzimdtica (xilanolitica, celulitica y pectinolitica). En vista que el sustrato de diges-
tién usado estaba compuesto por hojas secas y pulverizadas, se considera que en el presente trabajo
se obtuvo principalmente actividad celuldsica y que el azdcar reductor liberado fue glucosa.
Respecto a los hongos filamentosos que fueron aislados, fueron identificados como pertenecien-
tes a los géneros Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium. Esos resultados concuerdan con los de Ekunda-
yo y Juwon (2015), quienes identificaron hongos filamentosos con actividad lignoceluldsica dentro
de los géneros Aspergillus, Mucor, Penicillium, Rhizopus y otros a partir del suelo de aserraderos.
Priyanka et al. (2017) también aislaron e identificaron hongos eficientemente productores de celu-
lasa dentro de los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichodermay Chaetonium, entre otros.
Los hongos celuldsicos fueron aislados en el presente trabajo a partir de suelo de tipo agricola, al
igual que Guzmadn et al. (2014), Rodriguez-Guerra et al. (2012) y Ortiz y Uribe (2011), aunque tam-
bién han sido aislados a partir de suelos con hojarascas (Nandana et al., 2013), compost (Mikin y Cas-
tellanos, 2004), paja de moringa (Visquez-Montoya et al., 2020) y aserrin (Ekundayo y Juwon, 2015).
Los resultados mostrados en la Tabla 3 senalan al género Aspergillus como el que se puede usar para
obtener un mayor rendimiento en la produccién de etanol. De esta forma, se obtuvieron rendimientos
entre 6.250 grados/l, y 3.333 grados/l. Drissen et al., (2009), utilizando levadura comercial (Saccha-
romyces cerevisiae) obtuvieron un rendimiento de 0.441 g/g de glucosa en un sistema simultdneo de saca-
rificacién y fermentacién, y de 0.35 g/g de glucosa en un sistema de hidrélisis separada de fermentacion.
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La produccién de bioetanol de segunda generacién a partir de material lignocelulésico, presenta
ventajas econémicas, ambientales y estratégicas, debido a que se puede producir a gran escala para
ser utilizado en la elaboracién de productos quimicos o en la produccién de biocombustible (Kim
y Dale, 2004; Chandel y Singh, 2011). El bioetanol, usado como combustible o potenciador de
gasolina, es completamente renovable en la naturaleza; ya que, al quemarlo, el diéxido de carbono
que libera es reciclado y retorna a las plantas, debido a que estas lo utilizan para sintetizar celulosa
durante la fotosintesis. En comparacién con los combustibles fésiles, el etanol reduce emisiones de
efecto invernadero en un 12 % (Castro-Martinez et al., 2012; Chandel y Singh, 2011).
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